
Cel pracy: Cytokiny o właściwościach
prozapalnych, immunoregulatorowych,
proonkogennych i prometastatycznych,
wydzielane przez komórki układu
odpornościowego oraz komórki nowo-
tworowe, sprzyjają progresji choroby
nowotworowej. Celem pracy była oce-
na wydzielania wybranych cytokin pro-
zapalnych i regulatorowych, oznaczo-
nych we krwi obwodowej u osób
z rakiem krtani, w aspekcie ich zasto-
sowania jako biomarkerów fenotypu
większej agresywności guza.
Materiał i metody: Analizą objęto gru-
pę 106 osób, w tym 55 chorych ze zwe-
ryfikowanym rakiem płaskonabłonko-
wym krtani. W patomorfologicznej
ocenie zaawansowania zmian (głębo-
kość i sposób inwazji nowotworowej)
uwzględniono kryteria klasyfikacji oce-
ny zmian we froncie guza (tumour front
grading – TFG). Stężenia cytokin, takich
jak interleukiny (IL-6, IL-8 i IL-10), czyn-
nik martwicy nowotworów (tumour
necrosis factor – TNF), interferon γ
(IFN-γ) we krwi obwodowej chorych,
oceniano w dwóch punktach czasowych
(21 godz. i 72 godz.) metodą immuno-
enzymatyczną ELISA. Zestawiono wyni-
ki badań immunologicznych i kliniczno-
-morfologicznych.
Wyniki: Analiza wyników przeprowa-
dzonych badań wykazała, że w rakach
krtani charakteryzujących się najwię k -
szą rozległością miejscową pT4  ob ser -
wowano znamiennie najmniejsze wy -
dzielanie IL-6 i IFN-γ oraz największe
wydzielanie TNF. W guzach nowotwo-
rowych o największej głębokości inwa-
zji, z naciekaniem warstwy lamina pro-
pria oraz chrząstki krtani stwierdzono
znamiennie najmniejsze stężenia IL-6
i IFN-γ. W rakach krtani, które charak-
teryzowały się dobrze odgraniczonymi
marginesami nacieku, stwierdzono zna-
miennie największe stężenia IL-6 i IL-10.
Wnioski: Przeprowadzone badania
wskazują na znaczenie aktywności cyto-
kin w przebiegu choroby nowotworowej
jako biomarkerów fenotypu zaawanso-
wania i progresji zmian.

Słowa kluczowe: rak krtani, cytokiny
prozapalne i regulatorowe, głębokość
i typ inwazji.
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ich związku z głębokością i typem
naciekania zmian nowotworowych
u osób z rakiem krtani
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Wstęp

Jedną z najistotniejszych kwestii współczesnej onkologii nowotworów
regionu głowy i szyi (head and neck squamous cell carcinomas – HNSCC),
w szczególności raka płaskonabłonkowego krtani, jednego z najczęstszych
guzów tego regionu, jest znalezienie obiektywnych biomarkerów agresyw-
ności nowotworu, które umożliwiłyby wskazanie fenotypu związanego
z większą inwazyjnością guza. Zdefiniowanie biologicznych wskaźników, jed-
noznacznych w ocenie i interpretacji, pozwoliłoby w praktyce na wyodręb-
nienie grup chorych z nowotworami charakteryzującymi się nasiloną pro-
gresją zmian, a tym samym na wybór właściwego i optymalnego leczenia,
jak też prognozowania w konkretnych przypadkach HNSCC. W dostępnym
piśmiennictwie można znaleźć prace, w których autorzy wskazują na rolę
wielu biomarkerów związanych m.in. z regulacją cyklu komórkowego, p27kip1,
Skp2, Ki67, jako potencjalnych wskaźników inwazyjności zmian, determi-
nujących rokowanie oraz wybór właściwego postępowania terapeutycznego
[1–6]. Wśród publikacji dotyczących tego tematu można jednak wskazać pra-
ce, które nie potwierdzają roli wspomnianych wykładników jako niezależnych
wskaźników agresywności wzrostu nowotworu i czynników o znaczeniu pro-
gnostycznym [7–9]. Rozbieżności w formułowanych wnioskach powodują, że
nadal prowadzi się liczne badania nad znalezieniem biomarkerów będących
jednoznacznymi indykatorami nasilenia zmian nowotworowych, które można
by wykorzystać w praktyce onkologicznej.

W światowym piśmiennictwie liczni badacze wskazują na znaczącą rolę
badań nad zaburzeniami układu odpornościowego w przebiegu choroby
nowotworowej [10–22]. Dokładne poznanie i zrozumienie mechanizmów tych
zaburzeń stwarza szansę na wskazanie immunologicznych wykładników
związanych z klinicznym przebiegiem choroby, na podstawie których można
by oceniać stopień inwazyjności zmian nowotworowych i podejmować właści-
we decyzje terapeutyczne. W ostatnich latach liczne ośrodki prowadzą wie-
lokierunkowe badania doświadczalne i kliniczne nad mechanizmami regu-
lacyjnymi determinującymi aktywność komórek układu odpornościowego
w odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko komórkom nowo-
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Background: Pro-inflammatory, immu-
noregulatory, pro-metastatic and pro-
oncogenic cytokines, secreted by cells
of the immune system and cancer cells,
promote tumour progression. The aim
of this study was to evaluate the rele-
ase of pro-inflammatory and immuno-
regulatory cytokines, marked in the
peripheral blood of patients with laryn-
geal carcinoma, in terms of their appli-
cation as a biomarker of more aggres-
sive tumour phenotype. 
Material and methods: We analysed
a group of 106 people, including 55
patients with verified squamous cell car-
cinoma of the larynx. In the pathomor-
phological assessment of tumour stage
(depth and type of tumour invasion) we
took into account the classification cri-
teria for assessing changes in the most
aggressive part of the neoplasm, tumo-
ur front grading (TFG). Concentrations
of cytokines IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-γ
in the peripheral blood of patients was
assessed at two time points (21 h and
72 h) by ELISA. Immunological and clini-
co-morphological outcomes were corre-
lated and summarized.
Results: Analysis of test results showed
that in laryngeal carcinomas with the
highest extent of local pT4 there was
observed the lowest secretion of IL-6
and IFN-γ and the greatest secretion of
TNF. Tumours with the greatest depth
of invasion with infiltration of the lami-
na propria and the cartilage of the
larynx had significantly lower levels of
IL-6 and IFN-γ. Carcinomas of the larynx
characterized by good margins of infil-
tration had the highest concentrations
of IL-6 and IL-10.
Conclusions: The study indicates the
importance of the activity of cytokines
as biomarkers of phenotype severity
and progression in patients with laryn-
geal carcinoma.

Key words: laryngeal carcinoma, proin-
flammatory and regulatory cytokines,
depth and mode of invasion.
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tworowym różnego pochodzenia. Badania nad tymi zagadnieniami stają się
obecnie wiodące w immunopatologii klinicznej i wyznaczają kierunek poszu-
kiwań dla wskazania immunologicznych markerów agresywności nowotwo-
ru [15, 18, 19, 23–32].

Cytokiny wydzielane przez komórki biorące udział w procesach immuno-
logicznych odgrywają bardzo ważną rolę w zjawiskach odporności przeciw-
nowotworowej. Do tej grupy zaliczane są interleukiny (IL), w tym cytokiny
o właściwościach prozapalnych (IL-6 i IL-8) oraz immunosupresyjnych (IL-10),
interferony (IFN-α, IFN-β i IFN-γ), czynnik martwicy nowotworu (tumour necro-
sis factor – TNF) oraz czynniki wzrostu (GM-CSF). Znaczenie tych czynników
w onkologii klinicznej opiera się na ich różnorodnych właściwościach mody-
fikowania odpowiedzi immunologicznej. Najczęściej wskazywanymi cytoki-
nami, które mogą mieć znaczenie w przebiegu choroby nowotworowej, są
interleukiny o właściwościach prozapalnych IL-6 i IL-8 oraz cytokiny IL-10
i TGF-β o działaniu regulatorowym i immunosupresyjnym [19, 21, 23, 33–35].
Prozapalne cytokiny IL-6 i IL-8 wydzielane przez komórki nowotworowe, okre-
ślane jako czynniki promujące kancerogenezę i wzrost guza nowotworowe-
go, oraz cytokiny o właściwościach proonkogennych i prometastatycznych
sprzyjają w szczególny sposób progresji choroby nowotworowej, w tym HNSCC
[18, 23, 35–38].

Celem pracy była ocena stężeń wybranych cytokin prozapalnych i regulato-
rowych, tj. IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-γ, oznaczonych we krwi obwodowej u cho-
rych na raka płaskonabłonkowego krtani w aspekcie ich zastosowania jako bio-
markerów fenotypu większej agresywności guza nowotworowego określonej
na podstawie oceny głębokości i sposobu inwazji guza nowotworowego.

Materiał i metody

Grupa badana

Analizą objęto grupę 106 osób, w tym 55 chorych ze zweryfikowanym
rakiem płaskonabłonkowym krtani, leczonych chirurgicznie w Klinice Laryn-
gologii Onkologicznej I Katedry Laryngologii Uniwersytetu Medycznego
w Łodzi, w latach 2003–2007. Grupę badaną stanowiło 53 mężczyzn (96,4%)
i 2 kobiety (3,6%) w wieku 47–83 lat (średnia wieku 58,3 roku). W badanej
grupie chorych u 33 (60%) pacjentów przeprowadzono całkowite usunięcie
krtani, a u 22 (40%) – częściowe usunięcie krtani. U 22 chorych (40%)
z potwierdzonymi badaniem śródoperacyjnym powiększonymi węzłami
chłonnymi wykonano ponadto operację usunięcia węzłów chłonnych regio-
nu szyi, w tym u 20 (36,4%) selektywną operację węzłów chłonnych i u 2 (3,6%)
radykalną operację węzłową w modyfikacji Crile’a-Jawdyńskiego.

Kryteriami włączenia do grupy badanej były: potwierdzony w badaniu pato-
morfologicznym rak płaskonabłonkowy krtani, przeprowadzenie leczenia chi-
rurgicznego jako pierwszej metody postępowania leczniczego, bez stosowa-
nia wcześniej innej terapii (immunosupresji, radio- lub chemioterapii) oraz brak
obecności przerzutów odległych. Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę
Komisji Bioetyki UM w Łodzi (numer RNN/15/03/KN). Wszyscy uczestnicy badań
osobiście wyrazili świadomą pisemną zgodę na udział w nich.

Grupa kontrolna, którą stanowili zdrowi ochotnicy dobrani pod względem
wieku do grupy badanej, składała się z 51 osób: 41 mężczyzn (80,4%) i 10
kobiet (19,6%), w wieku 38–84 lat (średnia wieku 57,4 roku).

Ocena patomorfologiczna

W przeprowadzonej analizie patomorfologicznej stopień zaawansowania
miejscowego zmian nowotworowych określono zgodnie z kryteriami klasyfika-
cji TNM dla HNSCC (UICC 2003). W ocenie głębokości i typu inwazji nowotwo-
rowej uwzględniono skalę zaawansowania zmian morfologicznych we froncie
nacieku nowotworowego, tj. w jego najbardziej inwazyjnej i najmniej zróżnico-
wanej części, zgodnie z kryteriami klasyfikacji tumour front grading (TFG) [39].
Preparaty barwione hemoksyliną i eozyną (H&E) oceniano w mikroskopie świetl-
nym Olympus AX60, w 5 polach widzenia (w pow. 200×), kierując się miejscami
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o najgłębszym naciekaniu do otaczających tkanek. Według
kryteriów klasyfikacji TFG w ocenie głębokości inwazji uwzględ-
niono następujące stopnie zaawansowania zmian: carcino-
ma in situ, mikroinwazja podśluzówkowa, guzkowy naciek
podśluzówkowy oraz głęboka inwazja ściany. Sposób nacie-
kania ustalono, stosując następujący podział zmian: dobrze
odgraniczone marginesy, naciek litymi sznurami i wstęgami,
naciek małymi grupami (< 15 komórek) oraz naciekanie poje-
dynczymi komórkami. Charakterystykę kliniczno-morfologiczną
grupy badanej przedstawiono w tabeli 1.

Ocena wydzielania cytokin pozapalnych 
i regulatorowych IL-6, IL-8, TNF, IFN-γ i IL-10

Krew żylną pobierano do probówki zawierającej heparynę
litową (stężenie końcowe 10 j.m./ml), rozcieńczano w płynie
hodowlanym RPMI-1640 (Biomed, Lublin, Poland) zawie-
rającym 10% v/v zinaktywowanej płodowej surowicy cielęcej
FCS (Biochrom AG Seromed, Berlin, Germany), 100 j.m./ml
penicyliny i 100 μg/ml streptomycyny (Sigma, USA), tak by
uzyskać gęstość 1 × 106 komórek/ml. W celu oceny genera-
cji cytokin: IL-6, IL-8, TNF, IFN-γ i IL-10, probówki wirowano
(2000 obrotów/min przez 10 min) i zbierano nasącz w 21.
godz. i 72. godz. hodowli komórkowej. Stężenia cytokin oce-
niano metodą immunoenzymatyczną ELISA, przy użyciu zesta-
wów dla oceny ludzkiej IL-6 (czułość 2,2 pg/ml), IL-8 (czułość
2 pg/ml), TNF (czułość 2 pg/ml), IFN-γ (czułość 1 pg/ml), IL-10
(czułość 2 pg/ml) ELISA SET BD Opt EIA (San Diego, USA).
Absorbancję badanych próbek odczytywano przy fali długo-
ści 450 nm (czytnik ELx808) (Bio-Tek Instruments, USA).

Analiza statystyczna

Ocenę statystyczną zebranych danych przeprowadzono za
pomocą programu STATISTICA 5.0 (StatSoft, Inc. USA). Zasto-
sowano jednoczynnikową analizę wariancji (test ANOVA rang
Kruskala-Wallisa) wraz z testem jednorodności wariancji (test
Levene’a) oraz testami porównań wielokrotnych (post-hoc test
Bonferroniego-Dunneta) dla porównywania średnich warto-
ści cech w badanych grupach. Dla wszystkich stosowanych
testów przyjęto poziom istotności p ≤ 0,05.

Wyniki

Analiza wydzielania wybranych cytokin: IL-6, IL-8,
TNF, IFN-γ i IL-10, w grupie badanej i kontrolnej

Analiza danych wykazała znamiennie zmniejszone śred-
nie stężenie IFN-γ w nadsączach z krwi pełnej, ocenionych
w 21. godz. doświadczenia, w grupie chorych na raka płasko-
nabłonkowego krtani w porównaniu z wartościami stężeń
tej cytokiny w grupie kontrolnej (p = 0,02). Nie odnotowa-
no różnic istotnych statystycznie między wartościami śred-
nich stężeń IL-6, IL-8, TNF i IL-10 w badanych grupach. Pomi-
mo braku znamiennych różnic dla średnich wartości stężeń
IL-6, IL-8, TNF i IL-10 między grupą badaną i kontrolną, oce-
na stężeń cytokin wykazała występowanie zauważalnych
tendencji: średnie wartości stężeń IL-6, IL-8, TNF oraz IL-10
były mniejsze w grupie badanej w porównaniu z grupą kon-
trolną. Zestawiając wyniki średnich wartości stężeń cytokin
wygenerowanych w określonym czasie inkubacji (21. vs 72.
godz.) w badanej grupie chorych, stwierdzono występowa-
nie różnic istotnych statystycznie między wartościami

stężeń dla każdej z analizowanych cytokin (p < 0,001). Śred-
nie wartości analizowanych cytokin w grupie badanej i kon-
trolnej przedstawiono w tabeli 2.

Analiza wydzielania wybranych cytokin
w zależności od cech klasyfikacji pTNM i cechy G

Analiza danych wykazała istotne statystycznie różnice
wartości średniego stężenia IL-6 w nadsączach krwi pełnej,
w układach badawczych ocenionych w 21. godz. inkubacji,
w zależności od rozległości miejscowej guza nowotworo-
wego – pT (p = 0,02). W testach post-hoc wykazano, że guzy
w wysokim stadium zaawansowania miejscowego (pT4)
charakteryzowały się znamiennie statystycznie mniejszy-
mi wartościami średniego stężenia IL-6 (*p = 0,02 dla pT3
vs pT4). W analizowanych układach badawczych stwier-
dzono również istotne różnice wartości średniego stężenia
IFN-γ w zależności od cechy pT (p = 0,01). W testach post-
hoc wykazano, że raki krtani pT2 charakteryzowały się istot-
nie statystycznie większymi wartościami średniego stężenia

Cecha Liczebność
grupy n (%)

płeć:
mężczyźni 53 (96,4)
kobiety 2 (3,6)

leczenie chirurgiczne:
częściowe usunięcie krtani 22 (40,0)
całkowite usunięcie krtani 33 (60,0)
operacja usunięcia węzłów chłonnych szyi 22 (40,0)
selektywna operacja węzłowa (SND) 20 (36,4)
radykalna operacja węzłowa (RND) 2 (3,6)

pT: 
pT2 14 (25,4)
pT3 21 (38,2)
pT4 20 (36,4)

pN: 
pN0 39 (70,9)
pN1-3 16 (29,1)
pN1 7 (12,7)
pN2 4 (7,3)
pN3 5 (9,1)

zróżnicowanie histopatologiczne (G):
G1 4 (7,3)
G2 44 (80,0)
G3 7 (12,7)

typ inwazji:
dobrze odgraniczone marginesy 12 (21,8)
naciek litymi sznurami i wstęgami 15 (27,3)
naciek małymi grupami (< 15 komórek) 16 (29,1)
naciek pojedynczymi komórkami 12 (21,8)

głębokość inwazji:
carcinoma in situ 6 (10,9)
mikroinwazja podśluzówkowa 12 (21,8)
guzkowy naciek podśluzówkowy 18 (32,7)
głęboka inwazja ściany 19 (34,5)

Tabela 1. Kliniczno-morfologiczna charakterystyka badanej grupy
chorych z rakiem płaskonabłonkowym krtani
Table 1. Clinico-morphological characteristics of the study group
of patients with squamous cell carcinoma of the larynx
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IFN-γ w porównaniu z guzami pT3 i pT4 (**p = 0,05 dla pT2
vs pT4, ***p = 0,02 dla pT2 vs pT3). Ocena statystyczna
danych wykazała również znamienne statystycznie różnice
wartości średniego stężenia IL-6 w nadsączach krwi pełnej
ocenionych w 72 godz. inkubacji dla różnego stopnia roz-
ległości miejscowej guza nowotworowego pT (p = 0,03). We
krwi obwodowej chorych z rakami krtani o większej roz-
ległości zmian występowały mniejsze wartości stężeń IL-6.
W analizowanych układach badawczych stwierdzono także
istotne różnice wartości średniego stężenia TNF
w zależności od cechy pT (p = 0,006). W testach post-hoc
wykazano, że raki krtani pT4 charakteryzowały się istotnie
statystycznie wyższymi wartościami średniego stężenia TNF

w porównaniu z guzami pT2 i pT3 (*p = 0,04 dla pT2 vs pT4,
**p = 0,009 dla pT2 vs pT3). Dla cechy pN oraz histologicz-
nego zróżnicowania guza (G) nie stwierdzono istotnych sta-
tystycznie zależności (p > 0,05). Wartości średniego stężenia
badanych cytokin oraz wyniki analizy statystycznej
w zależności od cechy pT przedstawiono na rycinie 1.

Analiza wydzielania wybranych cytokin prozapalnych
i regulatorowych w zależności od głębokości nacieku
nowotworowego

Ocena statystyczna danych wykazała istotne różnice war-
tości średniego stężenia IL-6 w nadsączach krwi pełnej,
w układach badawczych ocenionych w 21. godz. inkubacji,
w zależności od głębokości inwazji nacieku nowotworowe-
go (p = 0,03). W testach post-hoc wykazano, że raki krtani
naciekające głęboko otaczające tkanki, z inwazją chrząstki,
charakteryzowały się znamiennie statystycznie niższymi war-
tościami średniego stężenia IL-6 w porównaniu z guzami cha-
rakteryzującymi się mikroinwazją podśluzówkową (*p = 0,04).
W analizowanych układach badawczych stwierdzono także
istotne zależności średniego stężenia IFN-γ od głębokości
nacieku nowotworowego (p = 0,03). W testach post-hoc
wykazano, że najgłębiej naciekające raki krtani charaktery-
zowały się znamiennie niższymi wartościami średniego
stężenia IFN-γw porównaniu z guzami nowotworowymi CIS
(**p = 0,03). Analiza statystyczna stężeń badanych cytokin
oznaczonych w nadsączach krwi pełnej, w układach badaw-
czych ocenionych w 72 godz. inkubacji, w zależności od głębo-
kości inwazji nacieku nowotworowego nie wykazała istot-
nych statystycznie zależności (p > 0,05). Wartości średniego
stężenia cytokin oraz wyniki analizy statystycznej w zależności
od głębokości inwazji przedstawiono w tabeli 3.

Analiza wydzielania wybranych cytokin prozapalnych
i regulatorowych w zależności od typu inwazji

Ocena statystyczna danych wykazała istotne różnice war-
tości średniego stężenia IL-6 w nadsączach krwi pełnej,
w układach badawczych ocenionych w 21. godz. inkubacji,
w zależności od typu inwazji nacieku nowotworowego 
(p = 0,02). W testach post-hoc wykazano, że raki krtani nacie-
kające otaczające tkanki z zachowaniem dobrze odgraniczo-
nych marginesów nacieku charakteryzowały się znamiennie
wyższymi wartościami średniego stężenia IL-6 w porówna-
niu z guzami naciekającymi litymi sznurami i wstęgami (*p =
0,02). Analiza danych wykazała również istotne statystycz-
nie różnice wartości średniego stężenia IL-10 w nadsączach

Cytokiny

Grupa t (godz.) IL-6 ± SEM IL-8 ± SEM TNF ± SEM IFN-γ  ± SEM IL-10 ± SEM
[ng/ml] [ng/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

badana 21. 63,1 ±7,05 105,9 ±11,25 345,3 ±39,38 2,3 ±0,87* 630,5 ±72,92 
n = 55 72. 136,9 ±29,89 292,4 ±42,12 132,2 ±28,11 2,0 ±0,76 556,4 ±107,08

kontrolna 21. 57,7 ±7,03 169,2 ±50,69 396,9 ±63,48 6,1 ±2,31* 650,9 ±109,62
n = 51 72. 141,3 ±26,53 342,7 ±47,65 141,9 ±17,84 7,7 ±2,91 580,2 ±82,70 

*Istotne statystycznie różnice stężeń IFN-γ  w grupie badanej i kontrolnej p = 0,02

Tabela 2. Stężenia cytokin prozapalnych i regulatorowych w grupie badanej i kontrolnej 
Table 2. Concentrations of proinflammatory and regulatory cytokines in the study group and control
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Ryc. 1. Stężenie IFN-γ i TNF w badanej grupie chorych w zależności
od rozległości miejscowej zmian nowotworowych (pT)
Fig. 1. IFN-γ and TNF in the study group depending on the extent
of local tumor (pT)
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krwi pełnej, w układach badawczych ocenionych w 72. godz.
inkubacji, w zależności od typu inwazji (p = 0,001). W testach
post-hoc wykazano, że raki krtani naciekające małymi gru-
pami komórek (< 15 komórek) charakteryzowały się istotnie
statystycznie niższymi wartościami średniego stężenia IL-10
w porównaniu z guzami z dobrze odgraniczonymi margine-
sami nacieku (**p = 0,04). Ocena danych wykazała ponadto
istotne statystycznie różnice wartości średniego stężenia 
IFN-γ w analizowanych układach badawczych w 72. godz.
inkubacji, w zależności od typu inwazji (p = 0,04). Dla TNF
nie stwierdzono istotnych statystycznie zależności średnich
stężeń od rozległości miejscowej guza nowotworowego
(p > 0,05). Wartości średniego stężenia cytokin w zależności
od typu inwazji przedstawiono na rycinie 2.

Dyskusja

Niezmiernie istotnym z punktu widzenia klinicznego ele-
mentem pracy było zestawienie uzyskanych wyników badań
immunologicznych z analizą kliniczno-histopatologiczną
materiału biologicznego pochodzącego od chorych na raka
płaskonabłonkowego krtani w aspekcie praktycznego wyko-
rzystania wyników przeprowadzonych badań. Szersze pozna-
nie i zrozumienie mechanizmów regulacji odpowiedzi immu-
nologicznej w powiązaniu ze stanem klinicznym chorych,
po ostrożnej próbie łącznej interpretacji uzyskanych wyni-
ków oceny immunologiczno-kliniczno-morfologicznej,
pozwoliły na podjęcie próby klinicznego przełożenia rezul-
tatów przeprowadzonej analizy w konkretnych przypadkach
raka płaskonabłonkowego krtani. W przedstawionej pracy
wyniki badań wykładników procesów immunologicznych
zestawiono z kryteriami klasyfikacji pTNM, stopniem
zróżnicowania histopatologicznego zmian oraz szczegółowo
przeanalizowano głębokość i sposób naciekania nowotwo-
ru w najbardziej inwazyjnej i najmniej zróżnicowanej części
nacieku, zgodnie z kryteriami klasyfikacji TFG. Wyników
przeprowadzonej wielokierunkowej analizy nie można bez-
pośrednio porównywać z wynikami innych autorów.
W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono publikacji, któ-
rych przedmiotem byłaby ocena badanych wykładników
komórkowej odpowiedzi immunologicznej w raku płasko-
nabłonkowym krtani, w kontekście tak szczegółowej ana-
lizy wybranych cech nacieku nowotworowego. Prace nauko-

we dotyczące niejednorodnych grup raków regionu głowy
i szyi, w których analizowano związki między zjawiskami
immunologicznymi i cechami kliniczno-morfologicznymi
guza nowotworowego, dotyczyły wyłącznie typowych
wykładników histopatologicznych, tzn. kryteriów klasyfika-
cji TNM i stopnia klinicznego zaawansowania choroby (S),
które nie pozwalają na jednoznaczną ocenę stopnia agre-
sywności i inwazyjności nacieku, a tym bardziej nie stano-
wią wystarczającego i samodzielnego wskaźnika zaawan-
sowania procesu nowotworowego [16, 33, 36, 40–45]. Do

Cytokina

Głębokość t (godz.) IL-6 ± SEM IL-8 ± SEM TNF ± SEM IFN-γ  ± SEM IL-10 ± SEM
zmian [ng/ml] [ng/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

carcinoma in situ 21. 56,4 ±18,88 106,8 ±17,72 432,2 ±112,3 8,2 ±4,31** 387,3 ±80,85
72. 156,6 ±24,67 206,8 ±88,20 112,3 ±77,60 0,0 ±0,0 232,4 ±82,40

mikroinwazja 21. 82,5 ±13,86* 132,1 ±34,98 360,5 ±69,4 1,6 ±0,99 662,2 ±53,27
podśluzówkowa 72. 185,7 ±33,33 194,9 ±48,73 69,4 ±39,45 0,0 ±0,0 243,8 ±41,96

guzkowy naciek 21. 78,3 ±14,07 96,5 ±12,63 332,5 ±102,3 1,6 ±1,43 608,7 ±79,64
podśluzówkowy 72. 228,1 ±80,73 403,3 ±89,56 102,3 ±47,60 8,1 ±6,8 728,0 ±111,86

głęboka inwazja 21. 34,7 ±7,41* 90,1 ±13,64 299,5 ±181,1 0,5 ±0,56** 493,0 ±83,34
ściany 72. 60,0 ±15,36 293,1 ±68,53 181,1 ±50,21 0,4 ±0,4 516,3 ±206,42

*Istotne statystycznie różnice stężeń IL-6: *p = 0,04 (mikroinwazja vs głęboka inwazja); IFN-γ: **p = 0,03 (CIS vs głęboka inwazja) w testach post-hoc

Tabela 3. Stężenia cytokin prozapalnych i regulatorowych w zależności od głębokości inwazji
Table 3. Concentrations of proinflammatory and regulatory cytokines, depending on the depth of invasion
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dyskusji wybrano te publikacje, w których autorzy analizo-
wali wybrane wykładniki odpowiedzi immunologicznej typu
komórkowego w odniesieniu do cech morfologicznych
guzów nowotworowych u pacjentów z HNSCC, ze zbliżonym
do analizowanej grupy profilem klinicznym.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono silną
zależność wydzielania wybranych cytokin prozapalnych i regu-
latorowych we krwi obwodowej od klinicznego zaawanso-
wania choroby nowotworowej. Uzyskane wyniki wskazują
pośrednio na występowanie złożonych interakcji i zależności
międzykomórkowych, będących wynikiem zaburzeń mecha-
nizmów regulacyjnych komórkowej odpowiedzi immunolo-
gicznej na obecność antygenów nowotworowych. Wyniki
badań wskazują na występowanie supresji autologicznych
komórek współuczestniczących w reakcjach immunologicz-
nych oraz zjawiska tolerancji w przebiegu zaawansowanego
klinicznie raka krtani. Dowodzą tego znamiennie zmniej-
szające się wartości stężeń IL-6 i IFN-γ, oznaczonych we krwi
obwodowej, wraz ze wzrostem inwazyjności i agresywności
procesu nowotworowego, co może być pośrednim wskaźni-
kiem zmniejszającej się aktywności komórek układu odpor-
nościowego, pomimo silnej stymulacji tych komórek przez
antygeny guza w zaawansowanych morfologicznie zmianach
nowotworowych. Wzrost inwazyjności raka płaskonabłonko-
wego krtani, korelujący ze zmniejszonym wydzielaniem IL-6
i IFN-γ przez komórki krwi obwodowej zaangażowane w pro-
cesy immunologiczne, może być spowodowany zaburzeniem
funkcji tych komórek, wywołanym postępującym wraz z roz-
wojem choroby nowotworowej brakiem lub zmniejszonym
działaniem wymienionych cytokin. Obniżenie efektywności
lub hamowanie mechanizmów zależnych od IL-6 i IFN-γwiąże
się m.in. ze spadkiem aktywności limfocytów T rozpo-
znających antygen, upośledzeniem różnicowania pobudzo-
nych przez antygen limfocytów T w kierunku limfocytów cyto-
toksycznych Tc, zmniejszeniem aktywacji limfocytów Tc
i komórek NK mających zdolność do bezpośredniego hamo-
wania proliferacji komórek nowotworowych oraz działania
cytolitycznego [46, 47]. 

Osłabiona produkcja IFN-γ może być także spowodowa-
na hamowaniem przez duże stężenie IL-10, wydzielanej
głównie przez limfocyty Th2/Tc2, dominującą subpopulację
we krwi krążącej u chorych na nowotwory [48]. Zwiększo-
ny stopień inwazji nacieku nowotworowego oraz progresja
zmian nowotworowych, korelujące ze wzmożoną produkcją
IL-10, wiążą się z nasileniem supresyjnych mechanizmów
regulacyjnych, zależnych od tej interleukiny, m.in. hamo-
waniem ekspresji cząsteczek MHC klasy II na makrofagach,
co prowadzi do zmniejszenia prezentacji antygenów nowo-
tworowych, z hamowaniem powstawania limfocytów Th1
pobudzonych przez antygeny guza, blokowaniem działania
limfocytów Th1 oraz makrofagów i wytwarzania przez nie
cytokin, m.in. IFN-γ, IL-1α, IL-6, IL-8, IL-12 [46, 47]. 

Wszystkie wymienione mechanizmy przyczyniające się
do osłabienia lub braku reakcji obronnej układu odporno-
ściowego na rozwijający się nowotwór sprzyjają zwiększe-
niu inwazyjności nacieku nowotworowego w raku płasko-
nabłonkowym krtani. Zwiększone stężenie TNF we krwi
obwodowej, obserwowane u pacjentów z guzami nowo-
tworowymi o największej rozległości miejscowej pT4, może

wynikać z autokrynnej indukcji wydzielania TNF, jak rów-
nież zależeć od mechanizmu braku hamowania produkcji
tej cytokiny przez IL-6, której małe stężenie we krwi obwo-
dowej zostało potwierdzone w zaawansowanych przypad-
kach raka krtani. Duże stężenie wydzielanego przez komór-
ki TNF, biorącego udział w procesach odpornościowych
w inwazyjnych guzach krtani, potwierdza również znacze-
nie tej cytokiny jako ważnego elementu odpowiedzi prze-
ciwnowotworowej. Wzmożona produkcja TNF, pomimo
narastającej wraz z nasileniem inwazji nowotworowej supre-
sji układu odpornościowego, może wskazywać na próbę
mobilizacji mechanizmów immunologicznych, które mogłyby
się przyczynić  do ograniczenia progresji nowotworu m.in.
poprzez wzmaganie proliferacji i różnicowania limfocytów
B, para- i autokrynnego oddziaływania na monocyty i makro-
fagi, chemotaktycznego oddziaływania na makrofagi i neu-
trofile oraz mediację ich cytotoksyczności, zwiększenie
właściwości fagocytarnych neutrofili oraz bezpośrednie
działanie cytotoksyczne i antyproliferacyjne na komórki guza
lub indukcję martwicy krwotocznej nowotworu dzięki
działaniu prokoagulacyjnemu. Nie należy jednak wykluczać
negatywnego działania TNF w zaawansowanym raku krta-
ni poprzez zwiększanie ekspresji cząsteczek adhezyjnych
ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule 1) i ICAM-1
(inter-cellular adhesion molecule 1), co może się przyczyniać
do zwiększonego ryzyka inwazji nowotworowej i powsta-
wania przerzutów [46, 47]. Uzyskane w pracy wyniki oraz
dane innych autorów przedstawione w dostępnym piśmien-
nictwie, dotyczące wzajemnych związków między stężeniem
generowanych cytokin a wykładnikami klasyfikacji TNM, nie
zawsze są zbieżne. Obserwacje badaczy dowodzą istnienia
wielorakich zależności między analizowanymi wskaźnika-
mi immunologiczno-klinicznymi, niedającymi się jednak zde-
finiować jednoznacznie, zwłaszcza w niejednorodnej gru-
pie HNSCC, oraz wskazują na konieczność ujednolicenia
kryteriów doboru grup badawczych i wyboru materiału bio-
logicznego, jak również indywidualnego podejścia w inter-
pretacji wyników dotyczących danego typu guza nowo-
tworowego do wyciągnięcia wiążących wniosków [36,
43–45, 49–51]. 

Przegląd piśmiennictwa pozwolił na ukazanie podobie-
ństw i różnic w immunopatologii raka płaskonabłonkowe-
go krtani w porównaniu z innymi HNSCC, wskazując na
odmienność i w pewnym stopniu swoistość mechanizmów
komórkowej odpowiedzi immunologicznej, uwarunkowa-
nych zapewne odmienną biologią różnych typów HNSCC.
Zestawienie wyników badań różnych autorów i rezultatów
przeprowadzonych doświadczeń wskazuje na znaczącą rolę
cytokin w patogenezie i progresji choroby nowotworowej.
Heimdal i wsp. [49, 50], analizując wydzielanie cytokin in
vitro w przypadkach HNSCC z różnym stopniem inwazyj-
ności zmian, zaobserwowali zmniejszone wydzielanie IFN-
γ i IL-2 przez jednojądrzaste komórki krwi obwodowej, kore-
lujące ze wzrostem inwazyjności guza. Autorzy ci zanotowali
także mniejszą aktywność komórek układu odpornościo-
wego i obniżoną zdolność do proliferacji limfocytów T wraz
ze wzrostem stopnia klinicznego zaawansowania choroby
(S). Wyniki dotyczące IFN-γ zostały potwierdzone również
w badaniach autorów niniejszej pracy. Sparano i wsp. [51]
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wykazali występowanie istotnych zależności stężeń wydzie-
lanych cytokin IL-6 i IL-10 ze stopniem klinicznego zaawan-
sowania guza u pacjentów z HNSCC. Nowotwory regionu
głowy i szyi określone w badaniu histopatologicznym jako
pT3 i pT4 charakteryzowały się zwiększonym stężeniem
badanych interleukin, oznaczonych w osoczu krwi w anali-
zowanej grupie chorych. Wyniki dotyczące roli immunosu-
presyjnej cytokiny IL-10 w progresji guza nowotworowego
okazały się zgodne z wynikami autorów niniejszej pracy
i potwierdziły występowanie związku dużego stężenia IL-
10 z większą inwazyjnością procesu nowotworowego. Rów-
nież Karcher i wsp. [52] wskazali na znaczenie IL-10 jako
wskaźnika zwiększonej agresywności guza, określonej na
podstawie oceny stopnia histologicznego zróżnicowania
nowotworu. Lathers i wsp. [45], analizując występowanie
związków między wydzielanymi cytokinami w grupie cho-
rych z HNSCC, stwierdzili ujemne korelacje między
stężeniem IFN-γ a interleukinami IL-2, IL-4, IL-6 oraz IL-10
oznaczonych w osoczu. Autorzy zanotowali jednocześnie,
że w zaawansowanych guzach nowotworowych pT4 wza-
jemne relacje między badanymi cytokinami były znacznie
mniej zaznaczone. Jebreel i wsp. [43] także potwierdzili
występowanie znamiennych zależności IL-10, oznaczonej
w surowicy chorych z HNSCC, od rozległości miejscowej
nowotworu. Zwiększone wartości stężenia IL-10, stwier-
dzone w 40% analizowanych przypadków HNSCC, wiązały
się z potwierdzeniem w badaniu histopatologicznym
zaawansowanych guzów pT3 i pT4. 

Riedel i wsp. [36], analizując stężenie IL-6 w surowicy
chorych z HNSCC, wykazali istotny związek zwiększonego
stężenia badanej cytokiny i cech klasyfikacji pTNM, wska-
zując na rolę IL-6 w różnicowaniu i regulacji wzrostu guza
nowotworowego. Również Lathers i wsp. [44] potwierdzili
znamienne zależności między stężeniami IL-6 i IL-4 a stop-
niem zaawansowania zmian nowotworowych w badanej
grupie HNSCC, określonych wg kryteriów klasyfikacji pTNM.
Wnioski przedstawione w cytowanych pracach, związane
z analizą znaczenia IFN-γ i IL-10 w determinowaniu agre-
sywności HNSCC, są zgodne z obserwacjami odnoszącymi
się do badanej grupy raków płaskonabłonkowych krtani. 

Rezultaty badań dotyczących oceny roli prozapalnych
cytokin IL-6 i IL-8 w progresji zmian nowotworowych
w HNSCC przedstawiane w dostępnym piśmiennictwie
różnią się jednak od spostrzeżeń autorów niniejszej pracy.
Rozbieżności w ocenie znaczenia IL-6 w rozwoju choroby
nowotworowej i jej roli w determinowaniu agresywności
guza mogą wynikać nie tylko z braku jednolitych kryteriów
doboru grup badawczych w cytowanych pracach, różnego
materiału biologicznego wykorzystanego w przeprowadza-
nych badaniach, ale przede wszystkim z faktu, że w więk-
szości omawianych prac analizowano stężenia IL-6 i IL-8
generowanych przez komórki nowotworowe badanych
HNSCC. Wydzielanie przez komórki nacieku nowotworo-
wego cytokin będących czynnikami promującymi wzrost
guza i angiogenezę nie mogło pozostać bez wpływu na
wnioski badaczy [23, 33–38]. W dostępnym piśmiennictwie
można jednak wskazać prace, w których autorzy nie
potwierdzają występowania związków między wydzielany-
mi cytokinami a cechami kliniczno-morfologicznymi bada-

nych guzów nowotworowych regionu głowy i szyi [44, 53].
Lathers i wsp. [44] nie wykazali znamiennych zależności
między stężeniem IL-6 oznaczonej w surowicy pobranej od
chorych z HNSCC a parametrami morfologicznymi klasyfi-
kacji TNM. Podobne wnioski przedstawili Chen i wsp. [53].
Badacze ci nie zaobserwowali istotnych korelacji stężeń
oznaczanych w surowicy cytokin o właściwościach proza-
palnych i angiogennych z cechami pT, pN, stopniem histo-
logicznego zróżnicowania nowotworu, jak również obec-
nością komórek nacieku zapalnego w utkaniu guza
nowotworowego. 

Wnioski przedstawiane przez różnych badaczy w cyto-
wanych pracach dowodzą występowania trudno porówny-
walnych odmienności w mechanizmach regulacji komór-
kowej odpowiedzi immunologicznej w różnych typach
HNSCC oraz konieczności ostrożnej interpretacji uzyska-
nych wyników w celu właściwej oceny zdolności układu
immunologicznego do przeciwdziałania rozwojowi procesu
nowotworowego. Przedstawione wyniki dotyczące oceny
stężeń badanych cytokin w raku płaskonabłonkowym krta-
ni stanowią głos w dyskusji nad znaczeniem aktywności
cytokin w zaawansowaniu i progresji zmian nowotworo-
wych oraz wyborze właściwego postępowania terapeu-
tycznego, a także pośrednio ich roli rokowniczej w badanej
grupie chorych.

Badania zostały przeprowadzone z funduszy MNiSW
(N403 04332/2326).
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